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１．序論
　繊毛虫門、ポストキリオデスマトフォラ亜門、異
毛亜綱、異毛目に属するBlepharisma japonicum (以下、
Blepharisma) (図1)は体長300 ～ 400μm程度で沼や
田などのよどんだ淡水の底の方や沈殿物の下で、バク
テリアなどを食べて生息している１。Blepharisma は赤
い色をしているが、これは細胞の表層に赤い色素顆粒
をもつからである。この色素顆粒は赤い色素ブレファ
リズミン (図2)とタンパク質の複合体 2,3で、膜に包ま
れており、直径は0.3-0.6μmで繊毛列に沿って存在
する４。Blepharismaの色素ブレファリズミンについて
は、次のような三つの可能性が示唆されている。
（１）遠紫外線の遮蔽
　色素顆粒をもたないアルビノ突然変異体の細胞は
野生株の色素顆粒をもった細胞より遠紫外線 (265 
nm)照射下での分裂速度が遅かったことから、色素
顆粒は遠紫外線に対する遮蔽の機能があることが、
Giese によって示唆された 5,6。
（２）Blepharisma の光回避行動の光受容体
　第二には光受容色素としての機能である。
Blepharismaは光感受性の繊毛虫として知られ、可視
光を急に当てるとBlepharismaは光を避けるように進
行方向を変える（step-up photophobic response)７。
弱い光 (0.02 W/ｍ２ )でも光回避反応を示すことが報
告されている 8,9。ブレファリズミンの吸収スペクト
ルと光回避反応の作用スペクトルが類似すること、
また、色素除去細胞の光応答性が鈍くなることなど
から、ブレファリズミンが光受容色素であることが
示唆された 8,9,10。この機能は同じ異毛目の Stentor 
coeruleus (以下、Stentor)の色素ステントリンの機能と
類似している 11,12,13,14,15。
（３）捕食者に対する防御
　Blepharisma を破砕した溶液に細胞毒性があること
はGiese16によって最初に報告された。Blepharisma の
色素顆粒は色々な原生動物やウニ卵に対して暗条件
下でも毒性がある。このことから、捕食者に対する防
御の機能が示唆された５。この仮定はのちに三宅、春
本らよって、アルビノ突然変異体や色素を減少させ
た細胞は、赤い色素顆粒をもった細胞より捕食性の
繊毛虫Dileptus margaritifer (以下Dileptus)に食べられや
すくなることや、色素顆粒をもったBlepharismaの細
胞密度が高いサスペンド液中ではDileptusの数が減少
すること等によって証明された 17。Dileptusは身体の
前方に柔軟性のあるプロボーシス (proboscis, 吻 )を
もち、プロボーシスの腹側の表層にはトキシシストと
呼ばれる構造が存在する。Dileptusはプロボーシスを
振り回しながら泳ぎ、Blepharismaに当たると瞬時に
後退遊泳 (backward swimming)をする 17,18。また、
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図１．繊毛虫Blepharisma japonicum
図２．① 繊毛虫Blepharisma japonicumのもつ色素ブレファ
　　　　リズミンの分子構造
　　 ② ブレファリズミンと構造の類似した植物由来の
　　　　色素ヒペリシンの分子構造
DileptusとBlepharismaの相互作用時の走査型電子顕微
鏡による観察では、Dileptusの攻撃器官であるプロボー
シスで攻撃されたBlepharismaの細胞表面から多数の
色素顆粒が放出されていることが確認された 18。また、
精製されたブレファリズミンは幾つかの種の繊毛虫
に対しては強い毒性を示すが、Blepharisma 自身はブ
レファリズミンに対して感受性ではないことも示さ
れている 18。
　細胞全体に大量に存在し、放出体 (mucocyst type 
extrusome)19として存在すること、また、ブレファ
リズミンが強い毒性をもつことなどから、この（３）
の捕食者に対する防御の機能がBlepharismaの色素顆
粒の主たる機能ではないかと考えられる。この色素
顆粒の色素ブレファリズミンは他の原生動物に対し
ても毒性があることがわかっている 18。Blepharisma 
japonicumの色素顆粒はその色素の毒性で捕食者を忌
避させる化学的防御物質といえるであろう。
　以上のことを踏まえ、著者は繊毛虫類の防御の機
構、特に、化学物質によって防御する機構を明らかに
する目的で、Blepharismaのもつ色素顆粒の機能、お
よびその化学的防御の主役である色素の毒性の性質
と作用機構を研究している。
　Blepharismaのもつ色素ブレファリズミンには、暗
条件下の毒性の他に、光毒性（光照射下で毒性が増加
すること、あるいは、光照射下で毒性が現れること。
活性酸素種の生成が原因とされる )があることや、光
があたるとオキシブレファリズミンに変化するなど
の興味深い性質がある。ブレファリズミン、オキシブ
レファリズミンの性質を解明するために単離精製し
た色素を用い、毒性と光毒性を定量的に調べ、その結
果、Blepharismaから得られた色素はすべて暗条件下
での毒性と光照射下でさらに毒性がアップする光毒
性をもつことがわかった。また、植物由来の光増感性
色素でブレファリズミンと分子構造が類似している
ヒペリシンとの毒性の比較をすると、ヒペリシンの毒
性は光照射下では100倍以上に増大する光毒性が主
であることに対して、Blepharismaから得られた色素
の特性は暗条件下での強い毒性であることがあきら
かになった 20,21。これらの色素本来の暗条件下での強
い毒性がBlepharismaの防御能に寄与していると考え
られる。暗条件下での毒性が重要なのは、Blepharisma
は池の底などに棲み、暗がりで捕食者に出会うことが
多いだろうからだ。Blepharismaの光を避ける行動は自
身にとって有害な光を避けるためであり、光が当たっ
て色が変わったり色素量が減少して、防御能が減少す
ることを避けようとするためではないかと考えられ
る。
　暗条件下でのブレファリズミンの毒性の強さが
Blepharismaが他の捕食者の捕食に対する防御能にな
ることが明らかになったわけである。
　さて、本研究ではブレファリズミンの毒性の強さと
性質を詳しく知るため、いくつかの原生動物に作用さ
せ、その影響を観察した。また、他の標本染色用色素
と比較することにより、ブレファリズミンの毒性の特
徴を解明しようとした。
　ブレファリズミンは毒性と光毒性をもつが、その作
用機構は不明である。本研究ではブレファリズミンの
捕食者に対する防御機能は主に暗条件下での毒性に
よると考え、本研究では、暗条件下の毒性について注
目した。また、ブレファリズミンはBlepharismaに対
しては毒性がなく、また、その他の原生動物に対する
毒性についても、原生動物の種によって甚だしく異な
る点も不思議である 18。これらのブレファリズミンに
関する疑問を解明するために、細胞の染色に用いられ
る様々な色素の原生動物に対する作用とブレファリ
ズミンの作用を比較検討することにした。これらの色
素の毒性もブレファリズミンのように原生動物の種
によって異なるのであろうか。ブレファリズミンに強
い原生動物は染色用の色素にも同じように強いので
あろうか。ブレファリズミンの毒性は染色用の色素の
毒性よりも強いのであろうか。
　細胞の染色に用いられる色素は、大きく分けて、水
中で負の電気を帯びた酸性色素と、正の電気を帯び
た塩基性色素がある。この電荷によっても、細胞へ
のとりこまれやすさが異なると考えられる 22。細胞膜
はK+, Na+, Cl－の濃度勾配によって、内側が負に帯電
（約－70 mV）している。この電位勾配によって、荷
電した物質は通過しやすさが異なる。さらに、細胞膜
はリン脂質でできており、リン脂質に対する親和性も
色素の細胞膜通過に大きな影響を与えると考えられ
る。また、色素の細胞への作用を考える上で重要なこ
とは、細胞のどの部分に色素が局在する傾向があるか
ということである。色素の局在する組織は色素の性質
(電荷、親媒性、大きさなど )に依存すると考えられ
る。色素の毒性によって、細胞障害をおこしやすい細
胞小器官として、細胞膜、ミトコンドリア、リソソー
ム３、核などがある。一般には、酸性色素は負に帯電
しているために、細胞膜を通過しにくいといわれてい
る 22,23,24。ミトコンドリアはマトリックス内が負に帯
電 (-150 mV)し、正の電荷を帯びた塩基性色素が集
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まりやすい 23,24,25とか、核には塩基性色素が集まり
やすいといわれている 26。色素の局在しやすい場所が
わかれば、その色素の毒性の作用部位が推測されるの
で、色素の局在の場所は毒性の機構を解明する上で重
要であると考えられる。ブレファリズミンの色々な原
生動物への作用と、他の様々な色素の原生動物への作
用を比較することにより、ブレファリズミンの特性が
明らかになってくるのではないかと考えた。
　研究したことは、以下の（１）～（３）である。
（１ ）ブレファリズミンをいくつかの原生動物に作用
させたときの細胞損傷の様子を、光学顕微鏡下お
よび光学顕微鏡を通したビデオ撮影で観察した。
（２ ）色々な染色用色素を原生動物に作用させたとき
の細胞損傷や色素の局在の様子を光学顕微鏡や蛍
光顕微鏡下で観察した。
（３ ）ブレファリズミンと色々な染色用色素をいくつ
かの原生動物に作用させたときの毒性を、半数が
死ぬ濃度LD50を測定することによって評価し、比
較検討した。本研究では、染色用色素のうち、酸
性色素についての結果を報告する。
２．材料と方法
＜細胞＞
　Blepharisma japonicum の R1072 株、A538 株 ( い
ず れ もBangalore系 統 )を 用 い た。Blepharismaは
Enterobacter aerogenesを接種した小麦若葉粉末培養液
(Wheat Grass Powder; Pines, Int. Inc.の浸出液に
phosphate buffer (2 mM, pH 6.8), スティグマステ
ロール (0.5 mg/l)を加えたもの )の中で25℃暗条件下
で培養した。細胞は、なし型遠心管を用いて油試験
用遠心分離機 (Kokusan H-210A, 100×ｇ ,３分間 )
で集め、SMB- (1.5 mM NaCl, 0.05 mMKCl, 0.4 mM 
CaCl2, 0.05 mM MgCl2, 0.05 mM MgSO4, 2.0 mM 
リン酸ナトリウム緩衝溶液、pH 6.8)で洗って、ごみ
を除去するためにナイロンネットでろ過して、SMB-
の中で一晩置いたものを用いた。SMB-はBlepharisma
のための生理的塩類溶液である SMB（synthetic 
medium for Blepharisma）27の組成を一部変更したも
の(modified SMBⅢ ; EDTAを除いたSMBⅢ)である。
　Dileptus margaritifer (D3-I 株 ), Climacostomum virens 
(W株 )とAmoeba proteus (G株 )を用いた。これらは餌
として用いた Sathrophilus sp.を懸濁したSMB- 溶液を
３日に一回加えることによって19℃で培養した。餌
となる Sathrophilus sp.は、レタス (サラダ菜 )の浸出液
をSMB-で希釈した培養液 (レタス浸出液6.7～ 10 ％ )
にEnterobacter aerogenes を接種して1 ～ 2日置いたも
のを培養液とした。25℃で培養し、定常期に達した
細胞を集めて (450×g, 10分 )、SMB-にサスペンド
した。実験はすべて室温で行った。
　Stentor coeruleus (13株 )は、Climacostomum等と同様
に餌として用いた Sathrophilus sp.を懸濁したSMB-溶
液を３日に一回加えることによって19℃で培養した。
Paramecium tetrauleria (51 株 ), Paramecium caudatum 
(KyK402株 )は Blepharismaと同様に Enterobacter 
aerogenesを接種した小麦若葉粉末培養液中25℃で培
養した。
＜顕微鏡観察とビデオ撮影＞
　捕食者―被食者間相互作用は、ノマルスキー顕微鏡
(Olympus, BH-2)、位相差顕微鏡 (Olympus, BX-50)、
実体顕微鏡 (Leica, MS-5)を用いて観察し、CCDカメ
ラ (Sony, DXC-107)を用いて画像を取り込み、ビデ
オレコーダー (Victor, HR-VX11)に録画した。ブレ
ファリズミンをAmoeba、Paramecium、Dileptus に作用さ
せたとき、どのように細胞に損傷が起こり死んでいく
かを、ノマルスキー顕微鏡を通しビデオ録画観察し
た。また、細胞染色に用いられる色素およびヒペリシ
ンが原生動物の細胞内で局在する様子をみるために、
ノマルスキー顕微鏡および蛍光顕微鏡観察 (Olympus 
BH-2)を行なった。この観察は、生細胞と固定した細
胞で行った。固定は、酢酸：アルコール＝1:6の固定
液を作り、スライドグラス上にとった細胞の上部か
ら滴下して固定し、自然乾燥させた後、各々の色素で
染色して、カバーグラスをかけ観察した。DAPI染色
の場合は自然乾燥させたサンプルのうえに、1μg/ml
の濃度のDAPIを1滴滴下し、カバーグラスをかけエ
ナメルで封印して観察した。
＜色素、化学物質＞　
　原生動物に作用させた酸性色素の分子構造を図3に
示した。インジゴカルミン（東京化成）、トリパンブ
ルー（Sigma）、フルオレセイン（Sigma）、エオシ
ン（東京化成）、エリスロシン（東京化成）、ローズ
ベンガル（東京化成）（以上、酸性色素）は、購入し
たものをそのまま用いた。それぞれの色素を、SMB-
に溶解させ、10－2 Mから10－7Mまでの様々な濃度の
溶液をつくり、色々な原生動物 (Blepharisma (R1072, 
A538), Climacostomum,  Stentor,  Amoeba,  Paramecium, 
Dileptus)10細胞を、200μlの各溶液に入れ、暗条件
下の湿室の中で、25℃でインキュベートし、30分後、
および、１日後の生存数を数えた。色素溶液中でイン
キュベートする時間は、酵母細胞の膜への進入に20
から30分かかり 28、ミトコンドリアへの局在には24
時間かかる 25という報告があり、色素の性質によって
は、速く効果が現れるものと時間がかかるものがある
ことを考慮して設定した。実験は３回行い、平均して、
各濃度での生存数とした。これから、半数が死ぬ濃度
LD50を求めた。
３．結果
３－１  ブレファリズミンを原生動物細胞に作用さ
せたときの細胞の損傷
　ブレファリズミンをいくつかの原生動物に作用さ
せ、細胞が損傷され、死にいたる様子を顕微鏡下ビデ
オ撮影し観察した。
＜Paramecium＞ 
　Paramecium (51株 )にブレファリズミン (10－5 M)を
作用させた。細胞は繊毛を撒き散らし、トリコシスト
を放出した (図４ )。細胞膜の水泡化 (blebbing)が観
察された。これは、ブレファリズミンが細胞膜に作用
し、膜を損傷し、Ca2＋の量の変化に関連して、アク
チンの減少および高分子アクチンの凝集物の生成に
よって細胞骨格系の乱れによって起こる現象である。
このblebbingは、時間とともに大きくなり、細胞質
と細胞膜が遊離し、ブレファリズミンを作用させてか
ら1分30秒後に細胞は溶解した (図４ )。
＜Dileptus＞　
　Dileptus にブレファリズミンを作用させると、まず、
Dileptusは顕著な後退遊泳を見せ、それと同時に、長
いプロボーシスが縮んで先端が捻り切れた。細胞は縮
み、ブレファリズミンが細胞膜に赤く吸着した。約１
分で細胞は破裂、溶解した (図５ )。
＜Amoeba＞　
　Amoeba にブレファリズミンを作用させると、それ
まで活発に色々な方向へ仮足を伸ばし、原形質流動が
見られていたのが一変し、仮足は縮まり、固まって最
終的には原形質流動がなくなった (図６ )。
３－２  色々な色素の原生動物細胞へのとり込みと
細胞損傷
＜エオシン＞　
　生きたAmoebaにエオシン (10－3 M)を作用させ、顕
微鏡で観察した。細胞内に見られる赤い粒がとり込ま
れた色素である (データは示していない )。とり込まれ
た場所は食胞あるいはリソソームであろうと考えら
れる。生きたClimacostomumにおいても、エオシンは
食胞内に観察された。生きたDileptusに対しては、膜
および繊毛に色素が局在していることが観察された。
＜ローダミンB＞　
  固定したClimacostomumにローダミンB(10－4M)を
作用させると、細胞質が染まった (データは示してい
ない )。細胞質内にもさらに色素が強く吸着する顆粒
があった。固定したAmoebaにおいても同様であった。
ローダミンBの溶液の中に生きたDileptusを入れても、
強い光を照射しない限りは後退遊泳はしなかった。
＜ＤＡＰＩ＞　
　固定したClimacostomum にDAPIを作用させると
ひも状の大核がよく観察された。細胞質内にさらに
DAPIによく染まる小さな顆粒があった。固定した
AmoebaにDAPIを作用させると、核と細胞内の無数
の小さな粒にDAPIの青白い蛍光が観察された (デー
タは示していない )。
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図４
図５　　　
図６
図４． Paramecium tetrauleria をブレファリズミン溶液
に入れた直後の像（bar は 50 μ m）
　　　 矢印はトリコシスト、矢頭は水泡化が起こって
いる箇所
図５． Dileptus margaritifer に対するブレファリズミン
溶液の影響（bar は 100 μ m）
　　　a : ブレファリズミンを作用させる前。
       b : ブレファリズミンを作用させた後。矢印はプ
　　　　ロボーシス。
図６． Amoeba proteus に対するブレファリズミン溶液
の影響（bar は 100 μ m）
　　　a : ブレファリズミンを作用させる前。
    　 b : ブレファリズミンを作用させた後。仮足が縮
　　　　み、原形質流動が止まった。
＜ローズベンガル＞　
　Parameciumにローズベンガル (10－4 M)を作用させ
ると、繊毛が抜け、トリコシストが放出された (デー
タは示していない )。細胞が死んだあとはさらに色素
が吸着して、赤く染まった。
＜ヒペリシン＞　
　ヒペリシンの6.5×10－６ＭのSMB-溶液 (エタノー
ル2 %を含む )をつくり (この濃度では暗条件下で細
胞に影響はない )、そこへ、Dileptusと Climacostomum
を別々に入れて、20時間インキュベートし、ヒペ
リシン溶液をとりこませてから、生きている細胞を
蛍光顕微鏡観察した。細胞が動いて観察しにくいた
め、粘度を高めるために、2 %メチルセルロースを
細胞の上にかけカバーガラスをかけた。弱く紫外線
照射したとき、ヒペリシンの赤い蛍光が観察された。
Climacostomum内部では、食胞と思われる比較的大き
な小胞内に、小胞全体でなく粒状に固まったヒペリ
シンの赤い蛍光が観察された。また、それよりさら
に小さな膜に包まれた粒も数個赤く光っていた。し
かし、細胞質全体が赤く染まることはなかった。一
方、Dileptusはヒペリシン溶液中で暗条件下20時間イ
ンキュベートしても、細胞に異常はなかったが、細胞
質全体がヒペリシンに赤く染まっており、弱い紫外線
を照射すると、すぐプロボースがはじけとび、細胞が
破裂した。以上のことから、Climacostomumはヒペリ
シンを細胞内にとりこんでも、膜で包まれた食胞内に
とりこみ、細胞質に浸透していなかったが、Dileptus
は細胞質内部に浸透しており、ヒペリシンの細胞内と
りこみに、Climacostomumと  Dileptusでは大きな差が
あることがわかった。ヒペリシンの蛍光が弱いため、
蛍光顕微鏡の写真をとることはできなかった。ブレ
ファリズミンは毒性が強いため、細胞が生きたまま
で色素のとりこみや局在を知ることができなかった
が、ヒペリシンとブレファリズミンの構造が似ている
ことから、同様な傾向があると考えられる。ブレファ
リズミンも、Dileptusにおいては細胞質内にとりこみ、
Climacostomumでは膜を通過していないかもしれない。
その差がブレファリズミンの毒性に対する耐性の差
の原因の一つとも考えられる。
３－３  色々な標本染色用色素の原生動物に対する
毒性
　色々な標本染色用色素を幾つかの原生動物に作用
させ、30分後と１日後の半数が死ぬ濃度 (LD50)を求
めた。結果は表１にまとめた。各色素を原生動物に作
用させた時、観察されたことを以下に述べる。
＜インジゴカルミン＞　
　10－2 Mインジゴカルミン溶液は、濃青のインク状
で、細胞の所在も実体顕微鏡下で観察しにくいほど
の濃さであった。このような濃度でも、細胞毒性が
なく、細胞は元気に動いていた。調べたほとんどの原
生動物に対して、毒性がなかったが、Dileptusがその
中でも少し弱く、10－2 Mの濃度では死んだ。しかし、
Dileptusにインジゴカルミンを作用させたとき、後退
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表１．色々な原生動物に標本染色用色素を暗条件下で作用させたときの、半数が死ぬ濃度
（LD50）（10
－５M）（上段は色素を30分作用させた時、下段は色素を１日作用させた時）
indigocarmine trypanblue fluorescein eosin erythrosin rosebengal blepharismin
Blepharisma(red)
＞10000 »1000 ＞10000 ＞10000 ＞1000 200
＞10000 »1000 5000 6000 100 50 »200
Blepharisma(albino)
＞10000 »1000 ＞10000 ＞10000 1000 150
＞10000 »1000 5000 500 50 35 »200
Climacostomum
＞10000 »1000 ＞10000 ＞10000 ＞1000 600
＞10000 1000 500 750 75 75 100
Stentor
＞10000 »1000 5000 5000 500 250
5000 »1000 500 1500 50 10 25
Amoeba
＞10000 »1000 ＞10000 ＞10000 ＞1000 200
＞10000 1000 5000 10000 ＞1000 100 7.6
Paramecium
＞10000 »1000 ＞10000 6000 250 15
＞10000 »1000 500 6000 250 6 3.7
Dileptus
5000 »1000 5000 4000 250 15
5000 1000 1000 700 250 6 3.4
寺　嶋　昌　代
103
遊泳することはなかった。Blepharisma (albino)の場
合は、１日後、真青になっているBlepharismaをSMB-
中に放し、顕微鏡下で観察すると、色素の食胞が細胞
内に多数観察された。しばらくして、Blepharismaの
細胞肛門から、色素が放出されるのが観察された。イ
ンジゴカルミンはほとんど細胞毒として作用してい
なかった。
＜トリパンブルー＞
　10－3 Mの濃青で細胞も見えにくい状況でも、どの
細胞も１日後でもほとんど影響がなかった。トリパン
ブルーは生体染色色素として用いられているし、細胞
の生死を判別する色素としても用いられている。生き
ている細胞にはほとんどとりこまれず、死んだ細胞だ
け染まるために、この色素が用いられている。大変、
毒性が低く、この色素によって生きている細胞が損傷
するということがないことがわかった。
＜フルオレセイン＞　
　フルオレセインは、大変強い黄緑色の蛍光を発す
る溶液である。どの細胞も30分間の耐性は充分ある
が、１日後の生存率では細胞の種によって、少し差が
でた。Climacostomum, Stentor, Parameciumが少し弱かっ
た。
＜エオシン＞　
　エオシンは、生体染色に用いられる赤色の色素で、
30分の耐性はほぼどの細胞もかなりあった。１日後
の生存率では細胞の種によって、ばらつきがあった。
Blepharismaの redと albinoで、１日後の生存率で大
きな差が出た。Amoebaがエオシンに一番強かった。
Paramecium, Blepharisma (red)の耐性もかなり強かっ
た。
＜エリスロシン＞　
  エリスロシンは赤インクにも用いられる色素で
ある。30分の生存率は Paramecium, Dileptusで低い
が、１日後の生存率は、Blepharisma (albino), Stentor, 
Climacostomumが低かった。エリスロシンはエオシン
よりほぼ一桁、毒性が強いようである。
＜ローズベンガル＞　
  ローズベンガルは桃色の色素で、毒性の傾向が、一
番ブレファリズミンに似ていると考えられる。それ
は、ブレファリズミンにはBlepharisma (red, albino)
やClimacostomumが耐性であり、Parameciumや Dileptus
は感受性であるからである。この傾向が、ローズベン
ガルでも見られた。ローズベンガルはエリスロシンよ
りも毒性が強かった。調べた酸性色素のなかでは最も
毒性が強かった。
４．考察
１ 　標本染色用色素を種々の原生動物に作用させて
わかったこと　
１－１　酸性色素について
　酸性色素は水溶液中で電離し負に帯電している。細
胞の膜の中は外に対して負に帯電しているので、静電
的反発により、負のイオンは非透過性であるといわれ
ている。インジゴカルミン、トリパンブルー、フルオ
レセイン、エオシンなどは特に毒性が弱かった。トリ
パンブルーなどでは細胞が見えないほど濃くても充
分生きていた。Blepharismaをトリパンブルーの濃い
色素溶液中で１日インキュベートしてからSMB-中に
取り出して顕微鏡観察すると、色素が食胞となって細
胞のなかにとり込まれているものの、細胞質には入っ
ていなかった。そして、細胞肛門からの色素放出が観
察された。酸性色素の多くは、食胞という形で色素溶
液が細胞内にとりこまれても細胞質までには浸透し
ないということがわかった。同じ極性の色素でも、親
油性の高い色素の方が親水性のものよりも膜に溶け
やすいために細胞膜を通過しやすいと予想される。親
油性／親水性の分配係数は、その目安となる。オクタ
ノール／生理的塩類溶液の分配係数は、エオシン、エ
リスロシン、ローズベンガルについて、それぞれ0.22, 
0.246, 0.786と求められており 29、この順で細胞にと
り込まれやすくなると考えられる。酸性色素の中で構
造が似ているエオシン、エリスロシン、ローズベンガ
ルはこの順で毒性が増加していった。それが毒性に反
映しているのかもしれない。ローズベンガルは調べた
酸性色素のなかで最も毒性が強かった。
1-２　 原生動物の種による色素の毒性に対する耐性
について
　ブレファリズミンに対する耐性は原生動物の種に
よって大きく異なったが、標本染色用色素の毒性に対
する耐性にも、種によって大きな差があった。
　Climacostomumは酸性色素には比較的耐性が強い。
Dileptusは酸性色素には比較的感受性で、特にロー
ズベンガルやブレファリズミンには非常に感受性で
あった。Blepharisma (red)とBlepharisma (albino)では、
Blepharisma (red)の方がBlepharisma (albino)よりも酸
性色素にやや強い傾向があった。Blepharismaは、酸性
色素のローズベンガルと自身のもつ色素ブレファリ
ズミンには、Dileptusや Parameciumよりも大変強かっ
た。 Amoebaは酸性色素には耐性が強いがブレファリ
ズミンだけには感受性が高かった。
　原生動物はその種によって、標本染色用色素の毒性
に対する耐性が異なることがわかった。
　これらの薬剤に対する耐性の違いは、細胞膜の電荷
や脂質組成などの細胞膜の成分と関係があると思わ
れる。薬剤に対する耐性に大きな差があったというこ
とは、原生動物の細胞膜の成分には大きな差があると
いうことを示唆している。本研究から、Dileptusの膜
とBlepharisma, Climacostomumの膜は相当性質が異なっ
ていると考えられる。これらの原生動物の細胞膜の組
成はほとんど研究されていないので、これからの研究
課題だと思われる。
２　ブレファリズミンの性質について
２－1 ブレファリズミンの電荷、親媒性
　酸性色素に耐性の強いClimacostomumがブレファ
リズミンの毒性に対し耐性であり、酸性色素に弱い
Dileptusがブレファリズミンの毒性に弱いことなどか
ら、ブレファリズミンは酸性色素としての性格をもっ
ていると考えられる。実際、ブレファリズミンと類似
の分子構造のヒペリシンは酸であるという報告 30があ
る。また、ブレファリズミンとDNAを作用させたも
のの電気泳動でも、ブレファリズミンは正極に引かれ
て移動したことから (データは示していない )、溶液
中では負に帯電している酸性の色素であると考えら
れる。しかし、酸性色素の中で最も毒性の強いローズ
ベンガルよりも、さらに毒性が強いのは、酸性色素で
あるが親油性であり、かなり膜の中に溶け込んでいる
のではないかと考えられる。ヒペリシンも疎水性の血
液脳関門 (blood brain barrier)を通過できるという
報告 31から、ブレファリズミンも酸性ではあるが、親
油性であると考えてもよい。実際、ヒペリシンも精製
したブレファリズミンも水には難溶で、細胞に作用さ
せるときは、エタノールに溶かしたものを水で薄めて
使用していた。
２－2　ブレファリズミンの作用部位について
　ブレファリズミンの毒性の作用部位は第一には細
胞膜であると考えられる。それは、作用時間が速く、
濃度が高いときには即死することもあるし、Dileptus
を強く後退遊泳させるのは、膜に対する作用である
と考えられるためである。また、色々な原生動物に
ブレファリズミンを作用させて、原生動物の種によっ
て、感受性が大きく異なるのは、膜に作用する薬剤に
みられることである。薄いブレファリズミン溶液を
Dileptusに作用させて、1時間後に細胞が動かず小さ
く丸くなっていても、1日後には元の大きさに戻り活
発に動いていることもあった。ブレファリズミン溶液
のDileptusに対する毒性の作用は１時間後ぐらいが一
番強かった。これは、ブレファリズミンは水中では加
水分解されやすく、加水分解されたものは、毒性が弱
まることによるのではないかと考えられる。また、ブ
レファリズミンの作用部位が細胞膜であるとすると、
ブレファリズミンの膜への蓄積濃度が一番高いのが
１時間ほどであるということも考えられる。ブレファ
リズミンの自己蛍光 32,33,34を利用し、YAP細胞にブ
レファリズミンを細胞外から添加し、共焦点レーザー
顕微鏡を用いてYAP細胞におけるブレファリズミン
の分布を調べた研究によると、ブレファリズミンは添
加後、10分ほどは細胞膜に分布しているが、その後
細胞質に移行するという 35。また、プロトポルフィリ
ンⅣでは、モノマーが一番細胞膜に蓄積したのは、１
から３時間後であり、インキュベート時間の増加に伴
い減少したと報告されている 36。このようなことから、
ブレファリズミンは膜に作用し、膜を通過後は、膜に
対する作用が弱まることも考えられる。このように色
素溶液にインキュベートした時間が長くなると一度
影響をうけた細胞が再び元気になるようなことは、本
研究で比較のために調べた標本染色用色素では観察
されなかった。染色用色素ではインキュベートした時
間が長くなるなればなるほど、細胞に損傷が現れた。
　色素が細胞に作用する場合に、その作用機構解明の
糸口は、色素の細胞内局在箇所を知ることであろう。
色々な置換基をつけて、疎水性と電荷を変化させた
種々のポルフィリンの細胞内局在を共焦点レーザー
顕微鏡で調べた研究によると、置換基が陰イオン性で
あるとリソソームに、陽イオン性であるとミトコンド
リアに局在する傾向がある 24,25。ローダミン123は陽
イオン性であるが、電荷が環状の分子全体に非局在化
しているため親油性であり、細胞膜やミトコンドリア
膜、血液脳関門の疎水性のバリアーも通過できるとい
う報告がある 31。
　ヒペリシン、ブレファリズミンも親油性と考えら
れ、細胞内局在の傾向もヒペリシンが参考になる。ヒ
ペリシンとその誘導体の細胞内局在および毒性と光
毒性が調べられており 37、HeLa細胞内にヒペリシン
は非常に濃縮することや、A431細胞に作用させると
細胞膜と特に核の付近（ゴルジ装置や小胞体）に濃縮
する傾向があると報告された。
　先にも述べたYAP細胞におけるブレファリズミン
の分布の共焦点レーザー顕微鏡による観察では、ブレ
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ファリズミンは添加後10分ほどは細胞膜に分布して
いるが、その後細胞質に移行し、核膜には分布してい
るが核内にはとり込まれなかったという報告がある35。
このような報告から、ブレファリズミンの細胞内の
作用部位は、細胞膜と核膜付近であることが示唆され
た。
２－3　ブレファリズミンの毒性の特徴　　
　色々な標本染色用色素の毒性や効果の様子を比
較してみると、ブレファリズミンの性格が明らかに
なってくる。まず、ブレファリズミンの毒性の強さ
については、ブレファリズミンに耐性のBlepharisma, 
Climacostomumを除く原生動物に対するLD50から、酸
性色素の中でも最も強い毒性の強さをもっているこ
とがわかった。
　また、強い光を照射しない条件下でDileptusが色素
溶液の中で後退遊泳をしたのはローズベンガル、ブレ
ファリズミン溶液中だけであった。後退遊泳は繊毛の
逆転による現象である。
　一般に、繊毛の逆転は
　１ ．細胞膜の機械刺激感受性あるいは化学刺激感受
性カルシウムチャネルが開く
　２．脱分極が起こる
　３ ．繊毛膜の脱分極感受性カルシウムチャネルが開
く
　４ ．繊毛膜の脱分極感受性カルシウムチャネルから
の繊毛内への外液カルシウムイオンの流入
　５．繊毛の逆転
という機構で起きるが、ローズベンガル、ブレファ
リズミンはDileptusの膜に作用して、繊毛の逆転を起
こさせると考えられる。また、ブレファリズミンを
Parameciumに作用させたとき、トリコシストの放出
があった。繊毛の逆転もトリコシストの放出も細胞
内カルシウムの上昇によるとされている。Paramecium
に蛍光指示薬カルシウムグリーンを注射しておき 38、
ブレファリズミンを部域的に作用させることによっ
て、細胞内のカルシウム濃度の上昇を共焦点レーザー
顕微鏡によりカルシウムグリーンの蛍光によって観
察した実験によると、細胞内カルシウムの上昇が観測
された。しかし、細胞の一部にブレファリズミンを数
～数十pl作用させるだけではトリコシストの放出は
観察されなかった（岩楯、私信）。　
　他の色素でも光増感性の色素の中でなら、強い光を
照射した場合にはいつでも、Dileptusは後退遊泳をし
た。これは活性酸素による影響と考えられる。光を照
射せず、活性酸素を生じないような暗条件でも、ロー
ズベンガル、ブレファリズミンはDileptusの膜に作用
して繊毛の逆転を起こさせる作用があったが、他の染
色用色素は光照射下でのみ繊毛の逆転を起こさせた。
　ローズベンガルに対する原生動物の種による感
受性の違いの傾向も、ブレファリズミンと一致し
た。ローズベンガルに対しては、Blepharisma (red)と
Blepharisma (albino)、Climacostomumが耐性が強く、
ParameciumやDileptusは感受性であった。このことは、
ブレファリズミンの毒性の作用機構とローズベンガ
ルの作用機構になんらかの共通点があることを示唆
しているのではないかと考えられる。ローズベンガ
ルは、グラム陽性菌に有効であるという 39。また、グ
ラミシジンA（細菌Bacillus brevisから単離されたポリ
ペプチド系抗生物質で、15アミノ酸残基からなる鎖
状ペプチドが細胞膜中で円筒状のスパイラル構造を
とってイオンチャネルを形成するイオノフォアの一
種）の活性を、ローズベンガルが阻害するという報告
がある 40,41。つまり、膜に存在するイオンチャネルに
なんらかの影響を与える性質があるということであ
る。
　このような膜に作用して、そのイオン透過性を変化
させる作用は、ブレファリズミンがリン脂質平面膜中
にイオンの透過孔として機能するイオンチャネルを
形成するという報告 42となんらかの関係があるかもし
れない。このような細胞膜にイオン透過性の孔を作る
物質として、いくつかのペプチドや、ポリエンの抗生
物質であるニスタチン (nystatin)やアンホテリシンＢ
(amphotericin B)などが知られている 43,44,45。アンホ
テリシンＢについては、細胞膜にイオン透過性の孔を
生成するには、膜の組成にステロールが存在するとい
うことが重要で、膜の組成に対する依存性があること
が報告されている 45。このような膜の性質によって作
用が異なることは、ブレファリズミンの作用が色々な
原生動物に対して大きく異なったことと類似した現
象であるかもしれない。
　最近、ヒペリシン誘導体の光照射下での細胞毒性の
研究が報告された 35。それによると、ヒペリシンにカ
ルボキシル基をつけたヒペリシン酸は、溶液中では電
離し負電荷をもつため、細胞内に侵入しにくく、その
ため、ほとんど細胞毒性がなく、また、光毒性もない。
また、ヒペリシンのフェノール性のOHの水素すべて
をメチル基で置換したヘキサメチルヒペリシンは細
胞内へはとり込まれるものの、毒性・光毒性はなかっ
た。この報告から、フェノール性のOHがヒペリシン
の毒性・光毒性の生成と関係することが示唆された。
ヒペリシンがわずかに置換基を変えることにより、毒
性が大きく異なるということは興味深い。ブレファ
リズミンもヒペリシンと構造が類似しており、生理活
性が類似している点（光毒性）もあれば、類似してい
ない点（ブレファリズミンは暗条件下で強い毒性があ
る）20もある。ブレファリズミンの暗条件下での強い
毒性は、ブレファリズミン特有のフェニル基によるも
のかもしれない。分子の構造と毒性の関係は興味深い
課題である。
５．まとめ
　ブレファリズミン色素の毒性の強さと性質を詳し
く知るため、様々な原生動物に作用させ、染色用色素
と毒性を比較した。その結果、ブレファリズミンは負
に帯電した酸性色素の性格をもっているが、他の酸性
色素よりも毒性が強いことがわかった。毒性の強さは
酸性色素の中で最も強かった。強い光を照射しない条
件下でDileptusが色素溶液の中で後退遊泳をしたのは
ローズベンガル、ブレファリズミン溶液中だけであっ
た。ローズベンガル、ブレファリズミンはグラム陽性
菌に有効であり、細胞膜に作用してイオンチャネルの
活性を変化させ、膜に陽イオン透過性の孔をあける等
の報告からも、膜に作用してイオン透過性を変化させ
るものであることがわかる。
　色々な原生動物の色素に対する耐性は種によって
かなり異なり、ブレファリズミンではそれが顕著であ
る。Dileptusは他の原生動物よりも酸性色素に弱いよ
うである。原生動物はその種によって、標本染色用色
素の毒性に対する耐性が異なることがわかった。　色
素に対する耐性の違いは、細胞膜の電荷や脂質組成な
どの細胞膜の成分と関係があると思われる。色素に対
する耐性に大きな差があったということは、原生動物
の細胞膜の成分には大きな差があるということを示
唆している。本研究から、Dileptusの膜とBlepharisma, 
Climacostomumの膜は相当性質が異なっていることが
示唆された。原生動物の細胞膜の組成はほとんど研究
されていないので、これからの研究課題であると考え
られる。　　
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